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对 根 癌 农 杆菌 (4grobacterium tume fciens ) Ti (tumor inducing) 质粒 转化 机 制 的 研究 表明 ， 受 乙酰 丁 
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香 酮 等 植物 信号 因子 激活 的 vir (virulence) 区 基因 的 活化 和 高 效 表达 是 农 杆 菌 T-DNA 以 Ti 质粒 向 宿主 细 
胞 核 中 转移 所 必需 的 (Bolton et al, 1986; Stachel et al, 1986)， 并 能 提高 根 冶 农 杆菌 对 宿主 的 转化 率 和 敏感 
性 ( 许 炮 等 ，1988)。 但 对 乙酰 丁香 酮 影响 含 Ri(root inducing) 质 粒 的 发 根 农 杆菌 遗传 转化 的 研究 很 少 。 本 
文 研究 乙酰 丁香 酮 对 发 根 农 杆 菌 遗传 黄瓜 子叶 的 影响 ， 为 今后 建立 黄瓜 高 效 遗 传 转 化 系统 商定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 培养 黄瓜 (Cucumis sativus L.) 津 研 四 导 种 子 用 0.1% HgCl, 消毒 后 ， 在 光 强 30 pmolm *.S 1， 
每 天 12h 光 25C 下 萌发 和 培养 。 取 萌发 10 d 的 黄瓜 子叶 切 成 0.5 cm? 的 小 块 , 在 不 含 外 源 激素 的 MS 培 
养 基 上 预 培养 24 h 后 用 于 转化 。 

1.2 细菌 菌株 及 培养 发 根 农 杆 菌 (4grobacterium rhizogenes )R1601 具有 质 pRiA4b， 其 中 Hind 贡 片段 
21 上 整合 NPTI (Neomysin phosphotransferase 了 ) 基 因 ， 染 色 体 背景 与 C58 相同 ; 同时 该 菌 还 具有 超 致 
病根 癌 农 杆菌 pTiB0542 的 vir 区 粘性 质粒 pTVK291(Pythoud et al, 1987)。 

农 杆 菌 在 含 100 mg /L 卡 那 霉 素 的 AB 培养 基 (Chilton et al, 1974) 上 划 线 培养 ， 长 出 菌落 后 ， 挑 取 单 
菌落 接 于 YEB 液体 培养 基 (Cervliet et al, 1975) 中 振荡 培养 ，12 h 后 加 入 乙酰 于 香 酮 (acetosyringone， 人 简 
称 AS)， 用 量 为 20 jmol / L， 培 养 30h 后 供 感染 用 ; 对 照 菌 液 不 加 乙酰 丁香 酮 。 

1.3 和 毛 状 根 的 诱导 , 培养 和 鉴定 将 上 述 预 培养 的 子叶 外 植 体温 于 含 发 根 杆菌 R1601 的 MS 培养 液 中 20 
min， 取 出 吸 干 多 余 菌 液 ， 放 回 至 原 培养 基 上 共 培 养 2d 后 ， 转 入 MS+500 mgy/L 头孢 暑 肝 钠 
(cefotaxime) 的 培养 基 上 ，25P 每 日 12 h 散射 光 下 诱导 毛 状 根 。 

切 下 毛 状 根 接种 至 N(KNO;, NH4NO;) 的 浓度 为 MS 的 1/ 5， 琼 脂 1%， 其 余 成 份 同 MS+500 
mg /L 头孢 喀 且 钠 的 培养 基 上 除 茵 培养 。 无 菌 的 毛 状 根 在 无 外 源 激 素 的 MS 培养 基 上 保存 和 繁殖 。 

将 毛 状 根 捣 碎 离心 ， 取 上 清 液 按 Ellis 等 (1989) 的 方法 检测 冠 瘦 碱 。 电 泳 时 间 90 min。 





图 1 发 根 农 杆菌 R1601 诱导 黄瓜 子叶 外 植 体 产生 的 毛 状 根 
A. 不 加 乙酰 于 香 酮 活化 培养 的 R1601 诱导 的 毛 状 根 ; B. 加 乙酰 于 香 一 活化 培养 的 农 杆菌 R1601 诱导 的 毛 状 根 ( 箭 
头 所 示 为 新 毛 状 根 ); C. 乙酰 丁香 酮 活化 培养 的 R1601 诱导 的 黄瓜 毛 状 根 在 无 激素 的 MS 培养 基 上 继 代 培养 30d 


Fig.1 Hairy root from cucumber cotyledon explants infected with R1601 


A. Hairy root with R1601 in the absence of acetosyringone; B. hairy roots with R1601 in the presence of 
acetosyringone(arrow indicated the new hairy root); C. The hairy root induced by RIi601 in the presence of 


acetosyringone was subcu ltivated on solid hormone-free MS medium for 30 days 
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图 2 黄瓜 毛 状 根 中 农 杆 碱 和 甘露 的 检测 
1 道 和 5 道 : 正常 根 ; 2 道 : 农 杆 碱 和 甘露 碱 作 标 准 品 ; 3 
道 : 发 根 农 杆 菌 R1601 诱导 的 毛 状 根 ; 4 道 : 加 乙酰 于 香 酮 时 
发 根 农 杆 菌 R1601 诱导 的 -种 毛 状 根 . Ag 农 杆 碱 ; Man 甘露 
碱 ; N.S 中 性 糖 


Fig 2 Detection of agropine and mannopine in hairy 


roots of Cucumis sativus L. 

Lane 1 and Lane 5: normal roots. Lane 2: standard 
agropine and mannopine; Lane 3: hairy roots with R160]; 
Lane 4: The kind of hairy roots induced by R1601 in the 
presence of acetosyringone; Agr., agropine; Man., 


Mannopine; N.S., Neutral sugars 


2 结果 和 讨论 


2.1 乙酰 丁香 酮 对 黄瓜 子叶 产生 毛 状 根 的 影 
响 ”从 表 1 和 图 1 可 见 ， 无 论 是 否 用 乙酰 村 香 
酮 处 理 ， 非 感染 的 子叶 外 植 体 培养 10 d 后 不 
生根 。 而 用 加 或 不 加 乙酰 丁香 酮 活化 培养 的 菌 
液 感 染 的 子叶 外 植 体 ， 共 培养 2~3 d 后 其 形 
态 学 下 端 中 脉 处 产生 白色 或 淡 黄 绿色 愈 伤 组 
织 ， 并 陆续 生根 ，10 d 后 从 愈 伤 组 织 长 出 许 
多 毛 状 根 ， 生 根 率 分 别 为 88.89% 和 
94.20%。 其 添加 乙酰 丁香 酮 活化 培养 的 菌 液 
感染 的 子叶 外 植 体 生 根 更 快 ， 其 形态 学 上 端 也 
产生 白色 或 淡 黄 绿色 愈 伤 组 织 ， 并 部 分 生根 ， 
生根 率 约 30%， 此 外 还 可 产生 另 一 种 形态 的 
毛 状 根 (图 1, B)， 该 根 数量 较 少 ， 短 而 粗 ， 分 
枝 多 ， 无 根 毛 ， 也 能 在 无 任何 外 源 激 素 的 MS 
培养 基 上 自主 生长 ， 但 在 培养 瓶 中 培养 一 月 后 
毛 状 根 就 开始 肿 大 (图 1, C)。 

2.2 毛 状 根 的 鉴定 ”从 图 2 可 见 ， 发 根 农 杆 
菌 R1601 感染 的 黄瓜 子叶 外 植 体 产 生 的 两 种 
毛 状 根 都 能 合成 甘露 碱 和 农 杆 菌 ， 这 表明 发 根 
农 杆菌 T-DNA 编码 的 冠 瘦 碱 合成 酶 基因 已 
在 黄瓜 基因 组 中 表达 。 对 照 根 (黄瓜 子叶 自然 
生根 率 低 ， 故 采用 0.1mg/LNAA 诱导 的 不 
定 根 作 对 照 ) 未 检测 到 农 杆 碱 和 甘露 碱 ， 也 不 
能 在 无 外 源 激 素 的 MS 培养 基 上 自主 生长 。 


表 1 乙 酰 丁香 酮 对 发 根 农 杆菌 R1601 诱导 黄 


瓜子 叶 外 植 体 生根 能 力 的 影响 
Table 1 Effect of acetosyringone(20 umol/ L)on rooting abilities of 


cucumber cotyledon explants with Agrobacterium rhizogenes R1601 











菌 株 菌 液 处 理 外 植 体 数 生根 的 外 植 体 % 
Treatment Percentages of explants rooting 
Bacterium strain No.of explants 
of bacterium sd 10d 

-AS 90 0 0 
Control 

+AS 68 0 0 

-AS 99 35.13 88.89 
R1601 

+AS 85 68.50 94.20 





我 们 的 结果 表明 ， 乙 酰 丁 香 酮 能 提高 发 根 农 杆 菌 R1601 对 黄瓜 子叶 外 植 体 的 致 根 能 力 。 这 与 用 乙酰 
T 香 酮 活化 培养 的 发 根 农 杆 菌 菌 液 感染 丹参 (Salvia miltiorrhiza) 叶 外 植 体 的 结果 类 似 (Hu et al, 1993)。 不 
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同 的 是 ， 乙 酰 丁 香 酮 活化 培养 的 R1601 菌 液 感染 的 黄瓜 子叶 外 植 体 还 可 产生 另 一 种 形态 的 毛 状 根 ， 其 形 
态 学 上 端 可 不 同 程序 地 生根 ， 目 前 未 见 有 这 方面 的 报道 。 

一 些 研究 证 实 ， 黄 瓜子 叶 细胞 常 发 生 核 内 复制 (endoreduplication) 而 产生 体 细 胞 多 倍 性 (Gilissen et al, 
1993)。 业 已 证 实 严 匣 和 马 铃 暮 的 核 内 多 售 体 (endoplyploid) 细 胞 可 以 被 发 根 农 杆菌 感染 (Dhillon et al, 
1982)。 用 发 根 农 杆 菌 转化 单 倍 体 和 双 倍 体 马 铃 莫 可 得 到 两 种 不 同形 态 的 毛 状 根 培养 物 (de Vries-Uijtewaal 
et al, 1988)。 所 以 ， 乙 酰 丁香 酮 活化 培养 的 发 根 农 杆 菌 感染 后 ， 黄 瓜子 叶 外 植 体能 产生 两 种 形态 的 毛 状 
根 ， 可 能 与 乙酰 丁香 酮 对 农 杆菌 Vir 区 的 活化 引起 RiT-DNA 在 植物 基因 组 织 中 产生 多 位 点 的 插入 和 整 
合 以 及 与 黄瓜 子叶 细胞 本 身 独特 的 遗传 特性 和 结构 有 关 。 
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菌 种 和 冠 妾 碱 样品 。 
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